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RESUMO 
 
A mitocôndria é importante no processo de manutenção da homeostase do 
cálcio, na manutenção do potencial de membrana do neurônio, no processo de 
apoptose e na formação de radicais livres (RL). Essas características relacionam a 
mitocondria com a excitotoxicidade vista na epilepsia .Lesões do DNA mitocondrial 
(DNAmt)  via lesão oxidativa são vistas em várias doenças  sendo presumível seu 
aparecimento na epilepsia pela presença de RL, já largamente documentada 
nessa patologia. Nosso objetivo, no presente estudo, foi avaliar o possível 
envolvimento da mitocôndria no processo de epileptogênese, no modelo de 
epilepsia do lobo temporal induzido por pilocarpina. Para tanto, nos propusemos a 
avaliar o aparecimento de alterações do DNAmt, bem como o ocorrência de 
disfunções de proteínas da cadeia respiratória.  Deleções ou alterações da 
quantidade das moléculas de DNAmt e disfunções da citocromo c oxidade e na 
succinato desidrogenase foram estudadas em hipocampos de ratos submetidos ao 
modelo de epilepsia induzida por pilocarpina, com as técnicas de Southern Blot , 
PCR, histoquímica, Western Blot e Imunohistoquímica. Foram utilizados animais 
durante à fase crônica do modelo, quando inicia-se o aparecimento de crises 
espontâneas e recorrentes.  
A análise do DNAmt não mostrou depleção ou um aumento de deleções do 
DNAmt nos animais experimentais. Esses dados sugerem que danos do DNAmt 
não estejam envolvidos na patogênese da epilepsia. 
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A expressão e distribuição das enzimas da cadeia respiratória, COX I, COX 
IV e SDH não está alterada nos animais epilépticos. Isso se reflete de maneira 
congruente com a preservação na atividade da COX que encontramos nesses 
animais. A integridade do DNAmt  e da  função da mitocôndria apontam para uma 
manutenção do metabolismo do hipocampo, o que corrobora os dados de 
captação de glicose  vistos previamente nesse modelo.  
Estudos anteriores, mostram um aumento da expressão da NA+/ K+ ATPase 
na epilepsia. Essa proteína é crucial para a mantenção do potencial de membrana 
do neurônio sendo altamente dependente de energia. Considerando este aumento 
da expressão da NA+/ K+ ATPase visto na epilepsia, poderíamos esperar um 
aumento proporcional na atividade mitocondrial para o correto funcionamento 
desta enzima. Entretanto nossos dados não mostram esse aumento , o que pode 
indicar possível substrato para a hiperexcitabilidade dos neurônios na epilepsia. 
Uma alteração nos mecanismos moleculares de acoplamemento entre 
requerimento energético e a função mitocondrial poderia gerar esta desproporção, 
sendo uma possível linha de investigação para próximos estudos. 
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1.1 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL 
 
A epilepsia é uma doença neurológica crônica comum, com uma incidência de 20-
70/ 100.000 habitantes/ ano e uma prevalência de 4 - 10/ 1000 (10 vezes superior à da 
esclerose múltipla e 100 vezes a das doenças do motoneurônio) (Shorvon, 1990). 
Caracteriza-se por um grupo complexo de desordens cujas manifestações clínicas, 
apesar de muito variáveis, acontecem de um modo paroxístico e recorrente durante a 
vida do indivíduo acometido e se desenvolvem a partir de uma hipersincronização de 
descargas neuronais (Blume et al, 2001). Existem mais de 40 subtipos distintos de 
epilepsia que são classificados pelo tipo de manifestação clínica, padrões de 
recorrência das crises, dados eletroencefalográficos, prognóstico, idade de início dos 
sintomas, histórico familiar e identificação de fatores causais (Engel,  Pedley, 1997). 
Dentre os diversos tipos de epilepsia já descritos na literatura, a epilepsia do lobo 
temporal (ELT) talvez seja a de maior importância pela alta prevalência, 
correspondendo a cerca de 50 % de todos os casos de epilepsia, e pelo alto índice de 
refratariedade ao tratamento medicamentoso politerápico (Guerreiro et al, 2000), sendo 
portanto alvo de intensa investigação. A ELT caracteriza-se por crises parciais simples, 
predominantemente com manifestações motoras mas sem alteração da consciência, e 
por crises parciais complexas, nas quais o embotamento da consciência e 
manifestações estereotipadas, como movimentos mastigatórios, são evidentes. Tem 
como principal foco epileptogênico o lobo temporal, mais especificamente a formação 
hipocampal, o que se confirma através da observação de que a ressecção cirúrgica 
dessa estrutura é capaz de conter as manifestações epilépticas em pacientes que 
evoluem com refratariedade ao tratamento medicamentoso (Williamson et al, 1993). 
Além disso, dados eletroencefalográficos, alterações histológicas e de neuroimagem, 
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como a ressonância nuclear magnética, apontam para o hipocampo como principal sítio 
de alterações relacionadas à ELT.  
A necessidade do entendimento fisiopatológico dos mecanismos envolvidos na 
gênese da epilepsia alavancou então o desenvolvimento de modelos experimentais 
que mimetizassem, com o máximo de proximidade, as alterações clínicas, 
eletroencefalográficas e histopatológicas dessa doença. 
 
1.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE EPILEPSIA 
 
Os modelos experimentais de crises epilépticas podem ser divididos em dois 
grandes grupos: (1) modelo agudo, quando o animal apresenta crises epilépticas 
apenas na presença de um agente indutor; e (2) modelo crônico, no qual as 
manifestações epilépticas aparecem de modo recorrente e espontâneo, podendo 
ocorrer durante toda a vida do animal. Os modelos experimentais crônicos são os mais 
amplamente utilizados por mimetizarem com melhor paralelismo as características 
anatomopatológicas, eletroencefalográficas  e bioquímicas dos quadros de epilepsia 
humana. Especificamente quanto a ELT, os modelos mais freqüentemente utilizados 
são: o abrasamento, também denominado “kindling” (Goddard, 1967), obtido por 
estímulos elétricos repetitivos em determinadas regiões do cérebro; o modelo obtido 
pela injeção de ácido caínico (Ben-Ari, 1979); e aquele obtido pela injeção de 
pilocarpina (Turski et al, 1983). 
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1.2.1 Modelo de Epilepsia induzido por pilocarpina 
 
A pilocarpina (PILO) é um alcalóide com potente ação agonista colinérgica do tipo 
muscarínica. É extraída de folhas de arbustos do gênero Pilocarpus jaborandi 
encontrados abundantemente na região norte do Brasil. Quando injetado 
sistemicamente é capaz de induzir uma série de alterações comportamentais e 
eletroencefalográficas, indicativas de atividade epiléptica, que podem culminar em um 
estado auto-mantido de crises subentrantes que pode durar de 8 a 18 horas (status 
epilepticus -- SE). Este modelo de epilepsia é caracterizado por três fases distintas bem 
marcadas: aguda, silenciosa e crônica. A fase aguda segue-se logo após a 
administração da PILO, quando os animais apresentam automatismos  faciais,  
salivação moderada, acinesia e tremores generalizados. Cerca de 15 a 25 minutos 
depois, os animais começam a apresentar crises caracterizadas por intensa salivação, 
clonias das patas dianteiras e quedas. Estas crises recorrem a cada 2 a 8 minutos, até 
culminarem, em cerca de 50 a 60 minutos, no SE, que pode durar de 8 a 18 horas. 
Após este período segue-se a fase silenciosa (livre de crises), com duração de 4 a 44 
dias, que é caracterizada pela normalização das alterações comportamentais e 
eletroencefalográficas. A primeira crise espontânea inaugura a terceira fase do modelo 
(fase crônica), na qual há a recorrência, com freqüência variável, de crises epilépticas 
espontâneas que perduram toda a vida do animal (Leite et al, 1990). 
Neste modelo, mimetizando as alterações patológicas encontradas na ELT 
humana, há intensa perda celular principalmente no hipocampo e, mais 
pronunciadamente, nas subregiões CA1, CA3 e neurônios do hilo do giro dentado 
(GD). Outras regiões também revelam danos neuronais, todavia, com menos 
intensidade como o tálamo, complexo amidalóide, córtex piriforme e entorrinal, 
neocórtex e substância nigra (Olney, 1972; Turski et al, 1983). Estas alterações do 
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hipocampo também encontram um paralelismo com estudos eletroencefalográficos que 
mostram, nesta região, a origem das descargas epilépticas (Turski,  Cavalheiro, 1992). 
Além da morte neuronal, uma gliose intensa e reorganização sináptica  
acompanham as alterações encontradas no hipocampo desses animais, sendo  estas 
modificações plásticas do tecido nervoso,  implicadas na  gênese da epilepsia. Uma 
das alterações plásticas mais estudadas é o brotamento axonal aberrante (brotamento 
de fibras musgosas) observado tanto no hipocampo de pacientes portadores de ELT 
como nos animais submetidos a modelos crônicos de crises epilépticas (Tauck,  
Nadler, 1985; Cronin et al 1992).  
A circuitaria básica do hipocampo é composta, simplificadamente, por uma 
conexão tri–sináptica. Informações do córtex entorrinal chegam até o hipocampo 
fazendo a “primeira” sinapse com as células granulares do GD, que, por sua vez, 
projetam seus axônios (fibras musgosas) para as células piramidais de CA3 (segunda 
sinapse) inervando também as células musgosas da região do hilo do GD ou camada 
polimórfica (PoGD) . De CA3, através de suas projeções, o estímulo alcança a região 
CA1 (terceira sinapse). Todas essas sinapses são excitatórias. Quando um estímulo 
epileptogênico (PILO) lesa os axônios das células granulares do GD, o rebrotamento 
das fibras desses axônios (brotamento de fibras musgosas) forma sinapses aberrantes 
com as próprias células granulares. Isto, supostamente, formaria um circuito de 
retroalimentação positiva, o que por sua vez poderia explicar a hiperexcitabilidade vista 
na epilepsia (Tauck,  Nadler, 1985; Houser et al, 1990; Babb et al, 1991). 
Um circuito recorrente inibitório, tendo como interneurônio principal as células em 
cesto da camada polimórfica do GD, tem grande importância para o entendimento da 
possível gênese da epilepsia sendo outra possível explicação para a 
hiperexcitabilidade. Este circuito é formado, de forma simplificada, por células 
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granulares do GD que estimulam células musgosas de  PoGD, que, por sua vez, 
estimulam as células em cesto da mesma camada, as quais finalmente inibem as 
células granulares de GD formando um circuito retroalimentado negativo (Brown,  
Zador, 1990). Sloviter (1991), propôs que as células, em cesto do GD estariam inativas 
na epilepsia, retirando sua ação inibitória sobre as células granulares do GD.Segundo 
este autor, esta deaferentação propiciaria o fenômeno de hiperexcitabilidade visto no 
tecido epiléptico.  
 
1.2 EXCITOTOXICIDADE 
 
A morte neuronal vista no modelo experimental de epilepsia induzido por PILO é 
promovida por diversos mecanismos que têm como evento inicial comum a 
hiperexcitação dos neurônios, sendo o glutamato (GLU) o principal neurotransmissor 
envolvido. A liberação desse neurotransmissor na fenda sináptica causa a 
despolarização da membrana pós-sináptica e o influxo de grandes quantidades de 
cálcio. Uma liberação aumentada de glutamato, que acontece em diversos processos 
patológicos como na epilepsia e isquemia, faz com que exista um aumento mantido do 
influxo desse íon para dentro da célula. Quando esse estímulo supera a capacidade da 
célula de manter a homeostase do cálcio, este começa a interferir nas funções da 
célula por diversos mecanismos levando à morte por apoptose e necrose. Isso é 
conhecido como excitotoxicidade.  
Como o cálcio é um importante ativador de diversas enzimas dentro da célula, ele 
pode causar alterações que culminam na produção de radicais livres e, 
subseqüentemente, na oxidação de membranas lipídicas, na liberação de mediadores 
inflamatórios, no gatilho de iniciação do processo de apoptose e na ativação interna de 
proteases e endonucleases. Pode também estabelecer um processo de 
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retroalimentação positiva através da ativação da fosfolipase C (PLC) que promove a 
liberação de estoques intracelulares de cálcio. Além disso, pode potencializar a 
transmissão sináptica promovendo maior liberação de glutamato, via ativação de 
Proteína quinase C (PKC) e gerando mais influxo de cálcio (Melloni,  Pontremoli, 1989; 
Siman et al, 1989; Connor et al, 1988; Kontos et al, 1980;Lynch e Bliss, 1986; Orrenius 
et al 1989)  
1.3 RADICAIS LIVRES E LESÃO CELULAR 
 
Os radicais livres (RL) são espécies químicas altamente reativas caracterizadas 
por possuírem, em sua última camada eletrônica, elétrons não pareados. São formados 
a todo o momento em nosso organismo por mecanismos diversos, sendo a maior parte 
deles produzido na cadeia respiratória dentro da mitocôndria. A principal função 
atribuída à mitocôndria é a de prover energia à célula. Estima-se que mais de 90% do 
ATP necessário aos diversos propósitos biológicos seja produzido por esta organela. 
Isto é possível graças à intrincada maquinaria química da mitocôndria, organizada de 
modo a promover um acoplamento quimiosmótico que utiliza a energia produzida pela 
oxidação dos alimentos para gerar um gradiente eletroquímico, ativando bombas de 
prótons (H+). Este gradiente por sua vez dirige as reações dependentes de energia 
quando os prótons fluem através da membrana agora a favor do gradiente, dentre elas 
a síntese de ATP. O mecanismo pelo qual a oxidação dos alimentos leva a produção 
de energia se deve ao transporte de elétrons livres através de uma ordenada cadeia de 
moléculas e proteínas que levam estes elétrons de um estado de alta energia até outro 
de baixa energia, captando a energia livre assim liberada. Para tanto, participam quatro 
complexos enzimáticos conjuntamente chamados de cadeia respiratória: o complexo I 
(NADH-coenzima Q oxiredutase), o complexo II (succinato-ubiquinona oxiredutase), o 
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complexo III (ubiquinona - citocromo c oxiredutase) e o complexo IV (citocromo c 
oxidase), ancorados à membrana interna da mitocôndria, além de outros dois 
transportadores de elétrons móveis: a coenzima Q10 (Ubiquinona) e o citocromo c. 
Chamamos o processo geral,  desde a oxidação dos alimentos até a formação de ATP 
(o que é realizado pelo complexo V - ATP sintetase), de fosforilação oxidativa. O 
aceptor final desses elétrons é o oxigênio molecular (O2), que deve ser totalmente 
reduzido para formar duas moléculas de água. Quando por qualquer motivo existe uma 
interrupção no fluxo normal de elétrons, RL são gerados, principalmente os de oxigênio 
(superóxido, hidroxila, peridroxila, peróxido de hidrogênio).  
Além dos radicais de oxigênio, outros radicais também podem ser gerados nas 
células do tecido cerebral, como o óxido nítrico (NO) e seus derivados. O NO é uma 
pequena molécula, produzida fisiologicamente em pequenas quantidades no 
organismo, e tem propriedades vasodilatadoras e citotóxicas (Ignarro et al, 1987; Hibbs 
et al, 1988). Além disso, pode agir como mensageiro retrógrado induzindo em células 
vizinhas (pré-sinapse, por exemplo), a formação de guanilato ciclase (GMPc) 
(Forstermann et al, 1990; Bredt,  Snyder, 1989). A combinação do NO com O2- forma 
um poderoso oxidante altamente deletério, o peroxinitrito (ONOO -). 
A importância da formação desses RL nos sistemas biológicos é que, por serem 
altamente reativos, podem se combinar com diversos componentes celulares alterando 
sua função. Isso se torna crítico nas lesões oxidativas das membranas lipídicas e 
bases púricas e pirimídicas das moléculas de DNA, levando ao  dano e/ou morte  
celular. 
A lesão oxidativa das membranas lipídicas é de especial importância uma vez que 
o ataque dos RL aos ácidos graxos da bicamada lipídica das membranas biológicas 
pode abstrair um átomo de hidrogênio de uma dupla ligação desse ácido graxo, 
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iniciando uma reação em cadeia através da membrana. Este processo termina por 
produzir alterações estruturais na membrana celular e em seus componentes protéicos 
(como receptores, canais iônicos, enzimas e proteínas transportadoras) levando à 
doenças através da morte ou alteração da função das células (Butterfield,  McGraw, 
1978; Logani,  Davis, 1980; Dormandy, 1980). Este fenômeno é denominado 
peroxidação lipídica. 
1.4 DEFEITOS NA FUNÇÃO MITOCONDRIAL CAUSANDO DOENÇAS 
 
O interesse pelo estudo desta organela tem crescido cada vez mais, 
principalmente nos últimos 10 anos, após a caracterização da seqüência nucleotídica 
do DNA mitocondrial (DNAmt) humano (Anderson, 1981). Isso tornou possível a 
descoberta de inúmeras mutações causadoras de doenças, caracterizadas por defeitos 
na função mitocondrial (doenças mitocondriais). O DNAmt humano é uma molécula 
circular, composta por 16596pb, e que codifica 13 polipeptídeos, 22 RNA 
transportadores (RNAt) e 2 RNA ribossômicos (RNAr). Apesar do DNAmt codificar 
proteínas componentes da cadeia respiratória, a grande maioria das proteínas 
mitocondriais são codificadas pelo DNAnuclear (DNAn). Para que a mitocôndria 
desempenhe as suas funções de forma adequada, é necessário que a interação 
DNAmt-DNAn ocorra de forma completa. Cada mitocôndria possui até 10 cópias do 
genoma mitocondrial. Assim, quando existe uma mutação no DNAmt, podemos 
encontrar uma mistura de DNAmt mutado e normal em uma mesma mitocôndria, célula 
ou tecido. Esta condição é denominada de heteroplasmia. Desta forma, na presença de 
mutação, a quantidade de DNAmt mutante é importante para o desencadeamento da 
perda de função mitocondrial. O limiar para perda de função e conseqüente 
manifestação da doença varia de tecido para tecido e depende do tipo de mutação. 
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São vários os tipos de mutações no DNAmt relacionados a disfunções 
mitocondriais: rearranjos (deleções e duplicações), mutações de ponto e depleção. As 
deleções podem ainda ser classificadas em simples (um único tipo e tamanho em um 
determinado tecido) ou múltiplas (deleções de diferentes tamanhos em um mesmo 
tecido). As deleções são as mutações mais freqüentes nas doenças causadas por 
defeitos do DNAmt e são geralmente encontradas em pacientes com oftalmoplegia 
externa crônica progressiva e síndrome de Kearns-Sayre (Moraes et al, 1989). Apesar 
de existirem mais de 100 tipos diferentes de mutações do DNAmt (Schon et al, 1997; 
DiMauro et al, 1999), uma deleção de 4977pb, localizada entre as regiões dos genes 
que codificam uma subunidade do complexo I (NADH-coenzima Q oxiredutase), 
chamada ND5 e do complexo V (ATP sintetase) chamada de ATPase 8 , é a mais 
freqüentemente encontrada nos pacientes e, por isso, denominada  “deleção comum” 
(Holt et al, 1989; Schon et al, 1989).  
As doenças causadas por mutações no DNAmt podem levar a fenótipos bastante 
variados, sendo que os principais são os seguintes: síndrome de Leber (neuropatia 
óptica hereditária de Leber); epilepsia mioclônica associada a “ragged red fibers” 
(MERRF); encefalomiopatia mitocondrial associada à acidose lática e acidentes 
vasculares (MELAS); miopatia mitocondrial e cardiomiopatia ; neuropatia,  ataxia e 
retinite pigmentosa (NARP); oftalmoplegia externa crônica progressiva (OECP); 
Síndrome de Person (pancitopenia),  Síndrome de Kearns-Sayre (oftalmoplegia,  
retinite pigmentosa,  hiperproteinorraquia,  início antes dos 20 anos). 
Entretanto não apenas em estados patológicos têm sido observadas mutações do 
DNA mitocondrial. Inúmeras deleções foram observadas no envelhecimento normal, 
porém em quantidades bem menores que as vistas nos pacientes com doença 
mitocondrial, cujos níveis são geralmente acima de 40% (Tengan et al, 1997; Torii et al, 
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1992; Melov et al, 1995; Cortopassi,  Arnheim, 1990). Observou-se que a deleção 
comum está presente em quantidades menores que 1% do DNAmt total mas se 
acumula nos tecidos de forma exponencial com o decorrer da idade (Corral-Debrinski 
et al, 1991; Tengan et al, 1997), sugerindo que a mitocôndria possa estar envolvida no 
processo de envelhecimento (Linanne et  al, 1989). 
Acredita-se que o aparecimento de deleções no DNAmt ocorra devido a 
recombinação anômala favorecida por repetições diretas no DNA mitocondrial (Schon 
et al, 1989; Mita et al, 1990) ou por sequências palindrômicas ou genes para RNAt. A 
alteração do DNAmt por lesão oxidativa é a principal hipótese para explicar o 
aparecimento de deleções do DNAmt em tecidos de indivíduos idosos e o seu acúmulo 
com o progredir da idade. RL levariam a erros de replicação talvez devido à separação 
anômala da dupla cadeia do DNA mitocondrial (Hayakawa et al, 1992). O DNAmt 
mutado, por sua vez, provocaria uma falha no funcionamento da cadeia respiratória, 
provocando maior produção de RL e novas deleções, fechando um ciclo vicioso que 
explicaria o acúmulo exponencial com o passar do tempo (Hayakawa et al, 1992; 
Nagley et al ., 1993; Tanaka et al, 1996). 
 Uma deleção do DNAmt também foi encontrada em ratos idosos (Gadaleta et al, 
1992). O DNAmt do rato compõe-se de 16387pb e a deleção encontrada por Gadaleta 
et al (1992) tem um tamanho de 4834pb, é localizada entre os genes da ATPase 8 e 
ND5 e é delimitada por uma seqüência de repetição direta de 16pb, muito semelhante 
à deleção comum encontrada em humanos . 
Todavia, além dessas doenças de cunho e fisiopatogênese diretamente 
relacionada à mitocôndria, esta tem sido relacionada de forma indireta, quer por sua 
capacidade de geração de RL, quer por outros mecanismos, à fisiopatogênese de 
outras doenças como, por exemplo, nos processos isquêmicos do sistema nervoso 
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central (Piantadosi, Zhang, 1996), nas lesões traumáticas da medula espinhal (Azbill et 
al, 1997), nas doenças neurodegenerativas (Tanaka et al, 1996) e no câncer (Hussain 
et al, 2003; Eng et al, 2003) e no envelhecimento (Harman, 1992). 
 
1.5 ALTERAÇÕES MITOCONDRIAIS NA EPILEPSIA 
 
 O envolvimento da mitocôndria na epilepsia pode ser inicialmente sugerido pelo 
fato da epilepsia ser parte de uma das síndromes clínicas causadas por mutações no 
DNAmt, a síndrome de MERRF, que cursa com epilepsia mioclônica. Em tecidos 
obtidos de autópsia de pacientes com MERRF, a expressão de proteínas da cadeia 
respiratória mostra um decréscimo seletivo na expressão da subunidade II da 
citocromo c oxidase (COX) em cortex frontal, bulbo e cerebelo (Sparaco et al, 1995). 
Estudos com tecidos de pacientes com ELT mostram diminuição da atividade 
enzimática de alguns complexos da cadeia respiratória. Kunz et al (2000) observaram 
uma diminuição da atividade do complexo I mas, com um aumento “compensatório” da 
atividade do complexo II na região CA3 do hipocampo. Brines et al (1995) observaram 
uma diminuição da COX em estudo de tecidos obtidos de necrópsia de pacientes com 
ELT.  
 Estudos da atividade enzimática dos complexos respiratórios em modelos 
experimentais mostraram resultados divergentes. No modelo experimental de epilepsia 
induzido por pilocarpina, foi relatado uma diminuição da atividade enzimática dos 
complexos I e IV da cadeia respiratória em CA1 e CA3 do hipocampo devido a uma 
depleção de DNAmt (Kudin et al, 2002). Este trabalho sugere uma modulação direta da 
atividade sináptica epiléptica pela função mitocondrial, através de uma diminuição de 
proteínas da fosforilação oxidativa codificadas pelo DNAmt (Kudin et al, 2002). Por 
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outro lado, no modelo genético de ELT de camundongos intitulados EL (“epilepsy-like”- 
espécie mutante derivada de camundongos DDY), observou-se um aumento na 
expressão de genes relacionados à sub-unidade I da COX e Complexo I (Yamada,  
Nakano, 1999). Em estudos com eletroconvulsoterapia em ratos não foram 
encontradas alterações na atividade da COX (Nóbrega et al, 1993a).  
A mitocôndria participa de diversos processos celulares que são importantes na 
epilepsia como a manutenção do potencial de membrana dos neurônios (Astrud et al,  
1981), a homeostase do cálcio intracelular (Herrigton, 1996; Thayer,  Miller, 1990; 
Kovacs et al, 2001) e o processo de apoptose (Malisan,  Testi ., 2003; Tsang,  Lemire, 
2003; Brown, Bal-Price, 2003; Orrenius et al, 2003; Badley et al, 2003). Além disso, 
lesões oxidativas no DNAmt podem levar a uma alteração na expressão de proteínas 
da cadeia respiratória, provocando disfunção mitocondrial (Hayakawa et al . 1992.). 
Vários trabalhos relacionam a produção de RL ao dano celular na epilepsia (Kovács et 
al, 2002; Kashihara et al, 1998; Rauca et al, 1999; Milatovic et al, 2002). Em estudo no 
modelo da pilocarpina existe uma diminuição da enzima superóxido dismutase (SOD)  
concomitante a um aumento na concentração de hidroperóxidos sugerindo uma maior 
produção de radicais livres neste modelo (Bellíssimo et al, 2001). O stress oxidativo 
ocorre também no cérebro de animais submetidos ao modelo do ácido caínico (Bruce, 
Baudry, 1995; Ueda et al, 1997; Milatovic et al, 2002, Kovács et al, 2002). Com efeito 
torna-se pertinente o estudo de possíveis disfunções da mitocôndria e também 
rearranjos do DNA mitocondrial nos modelos de epilepsia em ratos, uma vez que a 
formação de radicais livres vista na epilepsia pode ser responsável por lesões do DNA 
mitocondrial. Este fato torna-se ainda mais relevante se considerarmos que a 
mitocôndria é um sítio importante de formação dos RL. Além disso, observou-se que o 
DNAmt é mais susceptível a lesão oxidativa que o DNAn (Mecocci et al, 1993). A alta 
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dependência do cérebro da energia gerada pela mitocôndria, seu papel na  
homeostase do cálcio, na apoptose e na produção de RL faz com que a mitocôndria 
seja um alvo cada vez mais pertinente de investigação.  
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2.1 OBJETIVO GERAL 
Verificar se a mitocôndria poderia estar envolvida no processo de epileptogênese 
no modelo experimental de epilepsia induzido pela pilocarpina 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Estudar a ocorrência de alterações relativas às: 
 1) Modificações do DNAmt, pesquisadas quanto a ocorrência de alterações 
quantitativas (depleção) e quanto a rearranjos  (deleções). 
2) Modificações da expressão, distribuição e atividade de proteínas da cadeia 
respiratória.           
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 Foram realizados os seguintes experimentos: 
 a. Estudo do DNAmt: 
  Análise do DNAmt por Southern blotting 
  Pesquisa de deleções por PCR (polymerase chain reaction) 
 b. Estudo de proteínas da cadeia respiratória 
  Estudo por Western blotting 
  Estudo por imunohistoquímica 
  Estudo por histoquímica 
 
3.1 ANIMAIS 
 
 Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 200 e 250 g e com idade 
aproximada de 60 dias. Os animais foram mantidos em condições controladas com 
ciclo claro/escuro de 12 horas (07:00-19:00 horas), temperatura ambiente entre 22 e 
24C e livre acesso a água e ração. 
 Os experimentos foram realizados de acordo com as normas institucionais do 
Comitê de Ética em Pesquisa. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da UNIFESP (nº do processo: 097/01) 
 Os animais foram divididos em 2 grupos:  
1. Experimental: animais que receberam pilocarpina e entraram em SE 
2. Controles:                                                                                                
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2.1 Salina: animais que receberam solução salina 0.9% no lugar de PILO.                                                                                                                                                                   
2.2 Controle pilo s/s: animais que receberam pilocarpina mas não entraram em SE 
3.2 INDUÇÃO DO STATUS EPILEPTICUS 
 
Os ratos foram submetidos à administração intra-peritonial de hidrocloreto de 
pilocarpina a 4 % (PILO-Merck), na dose de 350 a 380 mg/Kg. Trinta minutos antes da 
aplicação da PILO, os animais receberam metil-escopolamina,  por via subcutânea, na 
dose de 1 mg/Kg, para evitar os efeitos periféricos colinérgicos da PILO.  
Estes ratos foram observados por um período de cinco horas contínuas com 
medidas para minimizar as complicações decorrentes da injeção de PILO e do SE, 
melhorando a sobrevida do animal. Estas medidas incluíram: (a) aspiração do excesso 
de secreções traqueais, esofágicas, gástricas e orais; (b) correção dos distúrbios 
hidroeletrolíticos e ácido-básicos; (c) hidratação; (d) administração de  diazepan (1 
mg/Kg) por via subcutânea, após cinco horas do início do SE, com o intuito de abortar 
as crises convulsivas comportamentais e minimizar possíveis complicações do SE 
prolongado (broncoaspiração, desidratação severa, hipertermia prolongada, etc.). Esse 
procedimento também ajuda a padronizar o tempo de duração do SE, uniformizando o 
grupo experimental.  
Todos os ratos foram monitorados continuamente, três dias depois da indução do 
SE, através de filmagem 24 horas ao dia em sala de vídeo equipada para também 
garantir condições controladas de ciclo claro/escuro de 12 horas (07:00-19:00 horas), 
temperatura ambiente entre 22 e 24C e livre acesso a água e ração. Eles foram 
observados até o aparecimento da primeira crise espontânea, que inaugura a fase 
crônica do modelo. Foram então retirados e relocados no biotério, até sua utilização. 
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Os animais destinados à investigação de alterações do DNAmt foram ainda observados 
por mais 56 dias, para o estabelecimento da freqüência de crises.    
 Os grupos de ratos (experimental e controles) foram submetidos à eutanásia, por 
rápida decapitação, sendo seus cérebros rapidamente dissecados. Os animais foram 
sacrificados com cinco meses de idade para os estudos de proteínas e com oito meses 
para os estudos de DNA.  
Os animais destinados ao estudo do DNAmt e proteínas, tiveram ainda seus 
hipocampos dissecados e congelados rapidamente em nitrogênio líquido, sendo estes 
materiais estocados a - 80ºC até sua utilização. Os outros animais de cada grupo 
tiveram seus cérebros inteiros rapidamente congelados em nitrogênio líquido. Os 
cérebros foram imediatamente estocados em freezer a –80˚C, quando destinados para 
estudos de histoquímica ou submetidos a fixação em solução de Carnnoe, quando 
destinados a estudos de imunohistoquímica. 
 
3.3 ESTUDO DO DNA MITOCONDRIAL 
 
3.3.1 Extração do DNA 
 
O DNA total foi obtido do hipocampo congelado dos animais de cada um dos 
grupos (experimental N=4, controle pilo s/s N=3, controle salina N=9). Utilizou-se o 
método de extração com fenol/clorofórmio e precipitação com isopropanol. 
Cada hipocampo foi pulverizado em pilão de porcelana, parcialmente preenchido 
com nitrogênio líquido. O material pulverizado foi incubado em 500µl de Tris-HCl 10mM 
(pH 7, 4), 10mM de NaCl e 25mM de EDTA, contendo 1mg/ml de proteinase K e 1% de 
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sódio dodecil sulfato (SDS), a 50°C por 2 horas, até  a solução   tornar–se homogênea. 
Posteriormente, o DNA total foi purificado do sobrenadante aquoso das misturas a 
seguir, após centrifugação: uma vez em um volume de fenol; duas vezes com um 
volume de fenol/clorofórmio/isoamil álcool (25:24:01); uma vez com clorofórmio/isoamil 
álcool (24:01) e então precipitado com um volume de isopropanol sendo  lavado em 
seguida com etanol 70%. 
O DNA assim extraído e precipitado foi ressuspendido com 20 a 100µl de tampão 
TE (10mM Tris-HCl e 0,1 mM EDTA, pH 8,0), dependendo do tamanho do 
precipitado.(quanto maior o tamanho do precipitado, maior a quantidade de TE). As 
amostras de DNA foram então estocadas a -20°C. 
3.3.2 Análise do DNAmt por Southern blotting  
 
Cerca de 60 ng de DNA total de cada amostra foi inicialmente submetida à 
digestão com as seguintes enzimas de restrição, dependendo do objetivo do estudo: 
(1) Cla I (New England BioLabs),  que possui um sítio para o DNAmt, tendo sido 
utilizada para a linearização do DNAmt; e (2) Nco I (New England BioLabs), que possui 
sítios no gene codificador do RNA ribossômico 18S. A digestão foi realizada conforme 
orientação do fabricante, incluindo o tratamento com RNaseA, em banho maria a 37˚C 
por duas horas. 
 O DNA, após digestão, foi submetido à eletroforese em gel de agarose 0.6%. 
Após a corrida o gel foi colocado em solução contendo NaOH 0,5 M e NaCl 1,5 M (pH 
7,5) por aproximadamente 20 minutos, para promover a denaturação das fitas duplas 
de DNA e permitir a hibridização com a sonda desejada. Uma nova etapa de imersão 
do gel em solução de Tris 0,5 M e NaCl 1,5 M, por tempo igual, foi realizada para 
neutralização e retorno ao pH original do gel. Após estas etapas, o DNA contido no gel 
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foi transferido para uma membrana de nylon, por capilaridade, através de papéis de 
filtro absorventes, por um período aproximado de 12 horas.  A fixação do DNA à 
membrana foi feita pelo método de crosslinking por ultra-violeta no GS Gene Linker 
(BioRad). A efetividade da transferência foi checada mergulhando-se o gel em solução 
de brometo de etídio (35 µg/ ml) por 15 minutos. Nenhuma banda foi vista no gel ao 
trasiluminador ultravioleta, comprovando a transferência total do DNA. 
 A membrana foi hibridizada com duas sondas diferentes, dependendo do 
objetivo do estudo: (1) sonda específica para o DNAmt e (2) sonda específica para o 
DNA ribossômico. As sondas foram obtidas por produtos de amplificação por PCR. No 
caso da sonda para DNAmt, obtivemos uma amplificação da região entre as posições 
4718 e 5164 do DNAmt e, para a sonda para o DNA ribossômico, um produto 
correspondente às posições 3657 e 4701, de acordo com a numeração obtida do 
GenBank (V01270). Estes produtos foram purificados do gel de agarose utilizando-se o 
“kit” de purificação “GeneClean” (Bio101). A marcação foi realizada com nucleotídeos 
marcados com fluoresceína utilizando-se a enzima Klenow fragment, de acordo com as 
instruções do kit de marcação Gene Image (Amersham Biosciences). A detecção do 
sinal foi realizada conforme protocolo do kit de detecção Gene Image (Amersham 
Pharmacia Biotech). Em resumo, após hibridização por um período aproximado de 12 
horas a 60˚C, a membrana foi lavada em solução contendo 0,1% SDS e 1x SSC (150 
mM de cloreto de sódio/ 15 mM de citrato de sódio/ pH 7.0) e posteriormente em 
solução com 0,1% SDS e 0,5 x SSC, a 60 °C por 30 minutos. A membrana foi então 
bloqueada por uma hora, à temperatura ambiente, em solução bloqueadora do kit em 
um tampão contendo 100 mM Tris base e 300 mM NaCl (pH 9.5), seguida de 
incubação por 1 hora com anticorpo anti - fluoresceína conjugado a fosfatase alcalina. 
O sinal foi gerado após a incubação da membrana com o reagente de detecção do kit 
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Gene Image, por 1 minuto. Assim, a membrana foi submetida a auto-radiografia em 
diferentes tempos de exposição. 
 A auto-radiografia obtida com a sonda específica para o DNAmt foi utilizada para 
a detecção de rearranjos do DNAmt. Já a hibridização conjunta, com as sondas para o 
DNAmt e DNA ribossômico, foi utilizada para a análise de alterações quantitativas do 
DNAmt. 
 
3.3.3 Pesquisa de deleções por PCR 
Esta análise foi feita utilizando-se dois tipos de abordagem por PCR: (1) detecção 
de uma deleção específica por nested PCR e (2) detecção de deleções múltiplas por 
PCR longo.  
 
3.3.3.1 Detecção de deleção por nested PCR 
 Uma deleção de 4834pb, semelhante à deleção comum descrita em humanos, 
pode ser obtida em material de ratos utilizando-se a técnica de PCR (Gadaleta et al, 
1992). O fragmento de interesse foi obtido utilizando-se nested PCR, que consiste em 
uma amplificação simples por PCR realizada a partir de um fragmento de DNA obtido 
de uma prévia amplificação por PCR, com primers que delimitariam uma região maior 
que a primeira. Assim, a primeira amplificação foi realizada utilizando-se os primers  
que delimitam a região 7687 a 13753 e, a segunda (nested PCR), com os primers que 
delimitam a região 7825 a 13117. 
Um controle interno de amplificação que delimita um fragmento não deletado 
(4718 a 5164) e portando representativo da quantidade relativa de DNAmt total também 
foi realizado, para averiguar se a quantidade de DNAmt  inicialmente utilizada na 
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amplificação da deleção foi homogênea entre os diversos grupos. Assim, pode-se 
observar se os aumentos ou as diminuições da quantidade de deleções não seriam 
apenas relacionados às diferenças na quantidade inicial de DNAmt. 
Os primers utilizados para as reações foram os seguintes: 
1. reação controle: L-4718 e H-5164 (delimitando um fragmento de 446 pb 
entre as posições 4718 e 5164) 
2. primeira reação para deleção: L-7687 e H-13753 (delimitando um 
fragmento de 1232pb entre as posições 7687 e 13753)  
3. segunda reação para deleção: L-7825 e H-13117(delimitando um 
fragmento de 458pb entre as posições 7825 e 13753) 
As reações foram realizadas utilizando-se quantidade iguais de DNAmt inicial em 
todas as amostras, 20 pmoles de cada primer, 20 nmoles de cada deoxinucleosídeo 
trifosfato, tampão para PCR e 2,5 unidades de Taq DNA polimerase (Amersham 
Pharmacia Biotech).  As condições de amplificação foram as seguintes: denaturação 
inicial de 2 minutos a 94ºC, seguidos de  40 ciclos constituídos de 2 etapas: 
denaturação a 94˚C por 30 segundos e anelamento/extensão a 60˚C por 30 segundos.  
Para o nested PCR, utilizou-se 1µL do produto amplificado no primeiro PCR, sob as 
mesmas condições descritas acima. 
Após a amplificação, os produtos finais do primeiro PCR e do nested PCR foram 
submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,2% sendo então fotografados em 
transiluminador ultravioleta. Realizou-se a análise do número e intensidade de bandas 
amplificadas nas amostras controles e experimentais. 
Para verificarmos se a quantidade inicial do DNAmt era a mesma em todas as 
amostras, realizamos a amplificação da região controle com diferentes números de 
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ciclos e comparamos a intensidade das bandas em uma fase em que a amplificação 
não estava em saturação.  
Para confirmar a especificidade das bandas obtidas, realizamos o 
seqüenciamento do produto correspondente às bandas. O produto de PCR foi 
purificado a partir do gel de agarose utilizando-se o kit GeneClean (BIO101) e 
submetido à reação de seqüenciamento conforme instruções do ABI Prism Big Dye 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction  Kit (Applied Biosystems). Após 
purificação, o DNA marcado foi submetido à eletroforese e análise no seqüenciador 
automático ABI Prism 377 (Applied Biosystems) do Laboratório Multiusuário de 
Sequenciamento do INFAR (UNIFESP-EPM).  
 
3.3.3.2 Detecção de deleções múltiplas por PCR longo 
 A análise das deleções mútiplas foi realizada por técnicas de PCR longo 
essencialmente como descrita por Tengan, Moraes (1996). Esta técnica baseia-se na 
amplificação de toda, ou quase toda, a fita de DNAmt. Deste modo podemos avaliar 
pelo peso molecular o tamanho das deleções existentes na amostra (caso fragmentos 
menores do que o esperado para o DNA normal sejam amplificados). Através do 
resultado de Southern blotting, pudemos acertar a quantidade inicial de DNAmt 
utilizada para o PCR longo, de tal forma que todas as amostras tivessem a mesma 
quantidade inicial de DNAmt. A amplificação foi obtida utilizando-se 20pmoles de cada 
primer, delimitando a região compreendida entre as posições 58 e 16280, 350 µmoles 
de deoxinucleosídeo trifosfato (dNTP), 2,62 unidades de DNA polimerase Expand® e o 
tampão de PCR nº 3 (Tris-HCl 500 mM, pH=9,2; (NH4)2 PO4 160 mM; MgCl2 17,5 
mM- Boehringer Mannheim). 
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 As condições de amplificação foram: denaturação inicial por 2 minutos a 92°C; 
10 ciclos compostos por 2 fases (a primeira de 10 segundos a 92°C, seguida de 12 
minutos a 68°C); e mais 20 ciclos com as mesmas temperaturas descritas para a etapa 
anterior,  todavia, com adição de 20 segundos em cada etapa de 68°C. 
  Os produtos obtidos foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 0,6% e 
posteriormente transferidos para membrana de nylon por capilaridade (Southern 
blotting). A membrana foi hibridizada com uma sonda marcada com fluoresceína (Gene 
Image- Amershan), específica para uma seqüência do DNAmt  compreendendo um 
fragmento entre as posições 612 a 10891. Após obtenção do sinal, realizamos auto-
radiografias em diferentes tempos de exposição. 
 
3.4 ESTUDO DE PROTEÍNAS DA CADEIA RESPIRATÓRIA 
 
3.4.1 Estudo por Western blotting 
  Ambos os hipocampos de cada animal (salina N=5 e crônico N=4) foram 
rapidamente removidos, congelados e conservados a -80C. No momento da utilização 
foram homogeneizados em 2.5 volumes de tampão Tris-HCl 125 Mm pH=6.8 contendo 
dodecil sulfato de sódio (SDS) a 4%, 20% de glicerol, 0,006% de bromofenol blue, 1,1 
M de -mercaptoetanol (Tampão Laemmli) sendo adicionado  1 nM de ácido okadáico e 
1mM de vanadato de sódio. As amostras foram homogeneizadas por ultrassom, 
fervidas por cinco minutos e a concentração das proteínas foi determinada por 
fluorimetria, de acordo com as instruções do reagente NanoOrange (Molecular Probes).  
 Foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida–SDS utilizando-se 
aproximadamente 20 g de proteína hipocampal homogeneizada. O gel de resolução 
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6% foi formado por acrilamida 30% (acrilamida:metil-bisacrilamida=29:1), Tris 1,5 M pH 
8.8, dodecil sulfato de sódio (SDS) a 10%, persulfato de amônio a 10%, TEMED e água 
bidestilada. Para o “stacking gel” a 6% foi utilizado 1:6 de acrilamida 30%, 0,76:6 de Tris 
1,0 M (pH 6,8), 0,2:6 de dodecil sulfato de sódio a 10%, 0,2:6 de persulfato de amônio a 
10%, 0,06:6 de TEMED e água bidestilada. A separação das proteínas foi feita a 80V, 
30mA e demorou aproximadamente 90 min. A seguir, as proteínas foram transferidas 
eletricamente do gel para uma membrana PVDF (BioRad) por 2 horas a 300mA. 
Posteriormente, foi feito bloqueio da membrana com uma solução de leite 10% em TBS-
T (0,1% Tween 20 em Tris base 20 mM, NaCl 137 mM, pH 7,6) durante 2 horas à 
temperatura ambiente . A seguir, a membrana foi incubada em uma solução contendo 
anticorpo primário diluído em TBS-T + leite 1%, e foi mantida à temperatura de 4C 
durante 12 horas. Depois da incubação com o anticorpo primário, a membrana foi 
incubada com o anticorpo secundário (conjugado a peroxidase) por 2 horas à 
temperatura ambiente. A detecção do sinal foi realizada utilizando-se os reagentes de 
detecção do sistema ECL (Amersham Pharmacia Biotech) de acordo com instruções do 
fabricante. Foram obtidas auto-radiografias em diferentes tempos de exposição. A 
quantificação foi realizada por escaneamento das bandas não saturadas e análise 
densitométrica utilizando-se o programa NIH Image 1.61. Os anticorpos primários 
utilizados foram: anti-COX I (1:1000, Molecular Probes), anti-COX IV (1:1000, cedido 
pelo Dr. Carlos T. Moraes), anti-SDH (subunidade flavoproteína) (1:500, cedido pelo Dr. 
Carlos T. Moraes) e anti-actina (1: 500, Santa Cruz Biotech). Este último anticorpo foi 
utilizado como controle interno do ensaio e expressa indiretamente a quantidade total 
de proteínas A actina parece não estar afetada no modelo da PILO e sugere-se que 
seja um bom controle para estudos comparativos (Chen, et al., 2001) . Os anticorpos 
secundários anti-coelho (1:5000) e anti-camundongo (1:5000) foram provenientes do 
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sistema ECL de Western blotting (Amersham Pharmacia Biotech) e o anticorpo anti-
cabra (1:8000), da Santa Cruz Biotech. 
3.4.2 Estudo por imunohistoquímica 
3.4.2.1 Preparo do tecido 
 Os animais (controles N=5, experimentais N=4) tiveram seus cérebros inteiros 
fixados em solução de Carnnoe (álcool etílico, clorofórmio e ácido acético glacial nas 
proporções de 6:3:1) por 4 horas sendo posteriormente imersos em álcool etílico 
absoluto por 2 períodos de 24 horas cada. Estes cérebros foram então diafanizados em 
xilol (Merck) e emblocados em parafina. Cada bloco de parafina contendo os cérebros 
desses animais foi então cortado coronalmente com 5m de espessura e fixados em 
lâminas de vidro. Cortes contíguos foram colocados em 2 lâminas diferentes para 
permitir a comparação de diferentes ensaios imunohistoquímicos e com o máximo de 
proximidade entre os cortes. 
 As lâminas com as secções dos animais experimentais e controles, 
aproximadamente no mesmo nível, foram processadas no mesmo recipiente para 
minimizar diferenças durante a execução do ensaio imunohistoquímico. Após retirada 
da parafina contida nos cortes através de incubação por período de 5 minutos a 50°C e 
posterior imersão das lâminas em xilol (Merck) por duas vezes (5 minutos), o tecido foi 
reidratado utilizando-se imersões seqüenciais em álcool etílico 100%, 90%, 80%, 70%, 
50% terminando em água destilada.  As lâminas foram então embebidas em solução de 
peróxido de hidrogênio 0,1% por 30 minutos, para o bloqueio da atividade das 
peroxidases endógenas do tecido, que seria responsável por uma marcação 
inespecífica. A seguir, foram lavadas 3 vezes em TBS (Tris Base 20 mM, NaCl 137 mM, 
HCl fumegante para pH 7,6) e incubadas  com  TRITON X-100 0,2% e albumina 10% 
diluídos em TBS  por 90 minutos a temperatura ambiente. Objetivou-se com este passo 
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a permeabilização celular e a neutralização de pontos eletricamente carregados no 
tecido que poderiam atrair os anticorpos, bloqueando assim, reações inespecíficas. 
Posteriormente, as lâminas foram submetidas a dois ensaios diferentes para o estudo 
de proteínas da cadeia respiratória. Utilizamos para tanto como anticorpos primários o 
anti-COX I (1:100, monoclonal, Molecular Probes) e anti- COX IV (1:1000, 
monoclonal). Assim as lâminas (animais experimentais e controles) contendo regiões do 
mesmo nível foram separadas nesses dois grupos para procedermos a hibridização 
com estes respectivos anticorpos, que se deu através da incubação a temperatura de 
4C ao longo da noite. Após três lavagens com TBS, as lâminas foram colocadas na 
solução contendo o anticorpo secundário biotinilado (Kit DAKO), por um período de 90 
minutos a temperatura ambiente e em seguida em solução de Kit ABC por mais 90 
minutos (“kit” DAKO Strept AB Complex/HRPDuet). A visualização se deu através da 
revelação com diaminobenzidina (DAB) 0, 06% em TBS e peróxido de hidrogênio 
1l/ml, sendo todas as lâminas retiradas e lavadas ao mesmo tempo. Por fim, as 
lâminas contendo os cortes, foram desidratadas, diafanizadas e cobertas com 
lamínulas, usando-se Entellam (MERCK). 
 Após esses procedimentos, as lâminas foram analisadas em microscópio óptico 
e fotografadas. 
 
3.4.3 Estudo por histoquímica 
 
 A histoquímica é uma técnica histológica largamente utilizada onde realizamos a 
visualização da atividade de uma determinada enzima em corte de tecido. Este método 
utiliza uma reação tipo enzima-substrato em que o produto final, através de um terceiro 
mediador químico possa ser identificado, por coloração, ao microscópio. 
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 Nesse estudo a enzima pesquisada foi a COX, que está envolvida no processo 
de formação de energia realizado pelas mitocôndrias. Para a realização desta etapa do 
trabalho utilizamos trê animais experimentais e três animais controles com idade 
pareada. 
 Os cérebros congelados dos animais separados para a análise da função 
mitocondrial de cada um dos grupos foram fatiados em cortes coronais de 10µm de 
espessura em criostato a -25°C.  
3.4.3.1 Citocromo c oxidase (COX) 
 Para este ensaio incubamos as lâminas por 60 minutos em solução filtrada 
contendo tampão fosfato a 0,005 M e pH 7,4; diaminobenzidina (DAB) 1 mg/ ml; 
citocromo c oxidase de coração de cavalo tipo VI 1 mg/ ml; catalase 0,2%. As lâminas 
foram lavadas e montadas para posterior análise. Todos os experimentos foram 
realizados com lâminas dos animais controles e experimentais conjuntamente. 
 
3.4.4 Análise quantitativa da Histoquímica e Imunohistoquímica 
 As imagens coradas das secções dos tecidos obtidas nos ensaios histoquímicos 
e imunohistoquímicos foram capturadas utilizando-se uma câmera de vídeo analógica 
SONY, acoplada a um microscópio óptico com uma magnificação de vinte vezes. A 
quantificação densitométrica foi realizada através do programa SCION BETA 4.0.2 para 
PC/ Windows baseado no programa NIH image 1.60PPC para Macintosh. As regiões 
de interesse foram identificadas e delineadas manualmente, segundo o atlas cerebral 
do rato de Paxinos e Watson (1986), das imagens obtidas em escala de cinza. Na 
figura 1 podemos observar como foram definidas as áreas a serem medidas  
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HILO 
GD 
Figura 1: Limite das áreas para a realização das 
medidas de densidade óptica.  
A figura acima mostra as áreas que foram delimitadas 
para a realização das medidas das densidades ópticas 
nos ensaios histoquímicos e imunohistoquímicos.  
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3.4.5 Análise estatística 
 
 A comparação entre os resultados obtidos nos grupos controle e experimental foi 
feita através do teste-t de student, fixando significância em P<0, 05. Para a realização 
da análise estatística utilizamos o programa StatView (SAS Inc.) versão 5.0.1.  
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4.1 ESTUDO DO DNA MITOCONDRIAL 
 A análise por Southern blotting do DNA total obtido de hipocampo de ratos dos 
grupos controle e experimental não demonstrou a presença de grandes deleções do 
DNAmt. Utilizando-se o mesmo método e associando o uso da sonda para DNA 
ribôssomico, realizamos uma análise quantitativa para verificar se haveria alterações 
na quantidade de DNA mitocondrial no grupo experimental (Tabelas 1 e 2; Figura.2). 
Esta análise não mostrou diferenças entre os grupos controle e experimental . 
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TABELA 1: Medida das densidades ópticas (DO) das bandas DNAmt, DNAn e 
relação DNAmt/DNAn      
          
Animal 
DO 
DNAmt/DNAn 
  
DNAmt DNAn   
Salina 1 801 351 2,28   
Salina 2 356 127 2,80   
Salina 3 562 97 5,79   
Salina 4 211 137 1,54   
Salina 5 378 68 5,56   
Salina 6 1639 549 2,99   
Salina 7 1216 304 4,00   
Pilo s/s 1 212 145 1,46   
Pilo s/s 2 192 106 1,81   
Pilo s/s 3 555 154 3,60   
Experimental 1 687 345 1,99   
Experimental 2 982 259 3,79   
Experimental 3 977 231 4,23   
Experimental 4 1553 483 3,22   
      
OBS: A banda do DNA ribossômico é intitulada DNAn por ser representativa do DNA nuclear 
 
TABELA 2: Análise estatística comparativa da relação DNAmt/ DNAn  
entre os grupos controle (salina e pilo s/s) e experimental   
        
Grupos N Média +/- EP   
Salina 7 3,56 +/- 0,61   
Pilo s/s 3 2,29 +/- 0,66   
Experimental 4 3,30 +/- 0,48   
p (salina x pilo s/s) 0,26   
p (salina x experimental) 0,78   
p ( experimental x pilo s/s) 0,26   
N = número de animais, EP = erro padrão   
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Figura 2: Pesquisa de depleção do DNAmt 
DNA total obtido de hipocampo foi submetido a eletroforese após digestão 
com Nco I e transferido para uma membrana de nylon. Foi realizada a 
hibridização com uma sonda específica para o DNAmt e outra sonda 
específica para o DNAn (A). A quantidade de DNAmt foi obtida através de 
análise densitométrica das bandas, obtendo-se uma relação DNAmt/DNAn. 
Observamos que esta análise não mostrou diferenças estatisticamente 
significantes entre os grupos controle e experimental (B). 
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DNAmt 
DNAr 
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Para verificarmos a presença de deleções do DNAmt em níveis não detectáveis 
pelo Southern blotting, utilizamos o método de PCR. A banda contendo a deleção do 
DNAmt previamente descrita por Gadaleta et al (1992) só foi obtida realizando-se o 
nested PCR.  
Conseguimos identificar a banda de interesse, com tamanho esperado de 485 pb 
e que corresponde à deleção de 4834 pb somente após a segunda reação. Além desta 
banda, verificamos uma outra banda de 310 pb. Realizamos o seqüenciamento desses 
fragmentos obtidos para confirmarmos a especificidade das duas bandas. O 
seqüenciamento mostrou que o fragmento de 485 pb correspondia a uma deleção de 
4834 pb com limites nas posições 8117 e 12952 (Figura 3C). O fragmento com 310 pb 
não era específico de uma deleção do DNAmt  
A deleção identificada por Gadaleta et al (1992), foi obtida em duas amostras de 
animais experimentais (dois em quatro). Entretanto, a banda de interesse também foi 
observada em quatro amostras controle salina e um controle pilo s/s.  
 Para realizarmos a análise precisávamos de amostras com a mesma quantidade 
de DNAmt inicial. Realizando a amplificação da região controle com 20 ciclos em 10 
controles (7 salina, 3 pilo s/s) e 4 experimentais, selecionamos 4 controles (1 salina, 3 
pilo s/s) que apresentavam quantidades semelhantes de DNAmt inicial em relação aos 
animais experimentais (Figura 3B). Assim, comparando estes 2 grupos encontramos a 
banda contendo a deleção do DNAmt em 3 amostras controles e 2 experimentais. 
Esses resultados não indicam maior geração de deleção no grupo experimental (Figura 
3A). 
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CACCAAAAGGACGAACCTGAGCCCTAATAAtcactttaatcgcc 
8117 12952 
Figura 3: Detecção da deleção de 4kb por PCR. 
A. Utilizando-se a técnica de PCR conseguimos detectar a banda esperada 
de 485 pb, que é o fragmento contendo a região deletada. B. A amplificação 
da região controle, mostra que a quantidade inicial de DNAmt utilizada na 
amplificação era semelhante nos dois grupos. C. A especificidade desta 
banda foi confirmada por sequenciamento do produto amplificado, que 
demonstrou que a deleção apresenta os limites nas posições 8117 e 12952 
do DNAmt, apresentando uma repetição direta (sublinhado) de 15 
nucleotídeos. 
A 
B 
C 
controle experim. 
deleção 
região controle 
controle experim. 
44 
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Utilizando-se a técnica do PCR longo, que permite detectar deleções múltiplas, 
não observamos bandas menores que a banda normal, mostrando que outras deleções 
não estavam presentes em ambos os grupos (Figura 4). 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Pesquisa de deleções por PCR longo 
Realizamos a amplificação de todo o genoma mitocondrial do rato nos 3 
grupos; controle, pilo s/s e experimental. Os produtos de PCR foram 
submetidos a eletroforese em gel de agarose 0.6% e transferidos para uma 
membrana, que foi hibridizada com uma sonda específica para o DNAmt, 
mas não contendo as regiões dos primers. A autoradiografia não mostrou 
bandas sugestivas de deleções, mesmo após exposição prolongada. 
20kb 
9kb 
6kb 
controle Pilo s/s experimental 
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4.2 ESTUDO DE PROTEÍNAS DA CADEIA RESPIRATÓRIA 
 
4.2.1Estudo por Western Blotting 
O estudo por Western blotting revelou as bandas esperadas em todas as 
amostras com os seguintes tamanhos: 57 kDa (COX I), 17 kDa (COX IV) e 42 kDa 
(actina).  
As densidades ópticas (DO) das bandas referentes a expressão de COX I e COX 
IV bem como a relação COX I/ COX IV encontram-se na TABELA 3. A análise 
estatística comparando os valores das densidades ópticas (DO) nos grupos 
experimental e controle, corrigidos pelo controle interno do experimento (actina), não 
mostrou diferenças estatisticamente significantes (TABELA 4 e Figura 5 B) 
. Entretanto, observamos uma tendência a valores menores para COX I no grupo 
experimental (FIGURA 5C). Se pensarmos que possa existir alguma diferença na 
expressão somente para COX I e analisarmos a relação entre COX I e COX IV, 
poderíamos encontrar alguma diferença. Se a expressão não for diferente, ou se existir 
uma diminuição da expressão das duas proteínas, esta relação se manteria igual. 
Fazendo-se esta análise observamos que a relação COX I/COX IV não foi 
significantemente diferente (p=0, 11).  
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TABELA 3: Densidades Ópticas (DO) de COX I, COX IV e actina 
         
Amostras 
DO  
COX I COX IV ACTINA  
Salina 1 2220 517 1494  
Salina 2 1989 657 1420  
Salina 3 2216 809 1228  
Salina 4 2413 668 1215  
Salina 5 3011 655 1135  
Experimental 1 1357 545 2344  
Experimental 2 1105 548 1071  
Experimental 3 1290 540 1001  
Experimental 4 1139 295 549  
     
 
TABELA 4 : Análise estatística da densitometria de COX I e COX IV por 
Western blotting 
         
Amostras COX I/ actina COX IV/ actina COX I/COX IV.  
Salina 1 1,49 0,35 4,29  
Salina 2 1,40 0,46 3,03  
Salina 3 1,81 0,66 2,74  
Salina 4 1,99 0,55 3,61  
Salina 5 2,65 0,58 4,60  
Experimental 1 0,58 0,23 2,49  
Experimental 2 1,03 0,51 2,02  
Experimental 3 1,29 0,54 2,39  
Experimental 4 2,08 0,54 3,86  
Média +/- EP (salina) 1,86 +/- 0,22 0,51 +/- 0,05 3,65 +/- 0,35  
Média +/- EP (experimental) 1,24 +/- 0,31 0,45 +/- 0,07 2,68 +/- 0,40  
p 0,14 0,49 0,11  
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Figura 5: Expressão de COX I e COX IV por Western blot 
O estudo por Western blotting das proteínas mitocondriais COX I (codificada 
pelo DNAmt) e COX IV (codificada pelo DNAn) revelou as bandas de 57kDa e 
17KDa, respectivamente, em todas as amostras (A). A quantificação dessas 
proteínas, corrigida pela expressão da beta actina, não mostrou diferenças 
estatisticamente significantes entre os grupos controle e experimental. 
Comparando-se a expressão de COX I em relação a COX IV, observamos 
uma tendência a uma diminuição mais acentuada de COX I  ( B ). 
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Para confirmarmos este resultado, analisamos a relação entre a expressão de 
COX I com outra proteína codificada pelo DNAn, o SDH (subunidade flavoproteína). 
Esta análise, novamente, não mostrou diferença estatisticamente significante entre os 
grupos controle e experimental (TABELA 5 e Figura 6). Este resultado não confirma a 
alteração seletiva de proteínas codificadas pelo DNAmt nos animais experimentais. 
 
TABELA 5: Densidades ópticas (DO) e análise estatística  de COX I e 
SDH por Western blotting 
     
     
Amostras 
DO 
COX I/SDH. 
 
COX I SDH  
Salina 1 2243 1801 1,24  
Salina 2 2516 2049 1,22  
Salina 3 1653 1578 1,04  
Salina 4 1662 1296 1,28  
Salina 5 3275 1131 2,89  
Experimental 1 3383 1500 2,25  
Experimental 2 1865 1644 1,13  
Experimental 3 1598 1992 0,8  
Experimental 4 1779 1188 1,49  
Média +/- EP (salina) 2270 +/- 301 1571 +/- 165 1,54 +/- 0,34  
Média +/- EP (experimental) 2156 +/- 412 1581 +/- 166 1,42 +/- 0,31  
p 0,82 0,96 0,81  
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SDH 
COX I 
FIGURA 6: Expressão das proteínas SDH e COX I por Western blot 
Para verificarmos se havia uma diminuição preferencial de COX I, codificada 
pelo DNAmt, realizamos a comparação de sua expressão com outra proteína 
da cadeia respiratória, de origem nuclear, o SDH (A). A análise da relação 
COX I/ SDH não demonstrou diferenças estatisticamente significantes entre 
os grupos controle (C1 a C5) e experimental (E1 a E4). A membrana foi 
corada, posteriormente com amido black, para verificar se os dois grupos 
tinham proteínas totais em quantidades semelhantes (A - foto inferior). 
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4.2.2 Estudo por imunohistoquímica 
 
 Nas TABELAS 6 e 7 temos a representação numérica das medidas de 
densidades ópticas das regiões de interesse, representadas também graficamente 
(FIGURA 7). A análise de imunohistoquímica de diferentes regiões do hipocampo não 
mostrou diferenças na expressão de COX I e COX IV entre os grupos controle e 
experimental (FIGURA 8).  
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TABELA 6: Análise densitométrica da expressão de COX I 
            
Animal 
média de DO 
CA1 CA2 CA3 GD HILO 
Salina 1 20,80 18,46 20,32 28,43 22,17 
Salina 2 30,05 27,81 30,98 32,90 29,06 
Pilo S/S 1 21,86 24,80 33,15 30,74 25,52 
Pilo S/S 2 34,65 33,20 35,04 37,42 31,83 
Experimental 1 23,33 23,15 22,47 23,08 20,66 
Experimental 2 28,27 27,46 34,34 32,26 33,47 
Experimental 3 29,30 29,77 35,05 33,61 32,65 
DO = densidade óptica, GD = giro dentado 
 
 
TABELA 7: Análise densitométrica da expressão de COX IV 
            
Animal 
média de DO 
CA1 CA2 CA3 GD HILO 
Salina 1 18,39 16,09 19,70 19,28 15,28 
Salina 2 24,02 18,48 20,91 25,44 22,80 
Salina 3 20,51 17,14 18,19 21,04 19,25 
Pilo S/S 1 21,02 19,23 22,04 21,04 19,90 
Pilo S/S 2 19,89 17,06 17,95 19,69 18,06 
Experimental 1 17,26 14,02 15,45 16,59 14,41 
Experimental 2 19,88 17,78 21,63 22,23 20,40 
Experimental 3 19,16 17,61 18,38 20,20 19,45 
Experimental 4 22,35 22,78 25,46 22,97 23,34 
DO = densidade óptica, GD = giro dentado 
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Figura 7. A análise quantitativa da expressão de COX I e COX IV 
 Não foram verificadas alterações significativas dessas proteínas da cadeia 
respiratória, estudadas nas diversas áreas do hipocampo, na fase crônica do 
modelo de epilepsia do lobo temporal induzido por PILO. 
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Figura 8: Fotos da expressão e distribuição da COX I e COX IV por 
imunohistoquímica.  
Nas regiões médias do hipocampo,[Bregma (-) 3,80mm segundo Paxinos & 
Watson (1986)], foi procedida a análise densitométrica utilizando o programa 
SCION Beta em CA1/ CA2/ CA3/ GD/ PoGD.Não detectamos alterações 
estatísticamente relevantes, entre os animais controles e experimentais (p> 
0,05 para todas as regiões estudadas).As análises foram feitas em 
magnificação de 20 X.     
  
controle experimental 
150m 
COX I 
COX IV 
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A análise estatística comparativa das diversas regiões do hipocampo quanto a 
expressão da COX I e COX IV , pode ser visualizada na TABELA 8.  
 
 
TABELA 8: Análise estatística da expressão de COX I e COX IV 
                  
Proteína Região 
controle   experimental   
p 
N média +/- EP   N média +/- EP   
COX I CA1 4 26,84 +/- 3,32  3 26,96 +/- 1,84  0,98 
COX I CA2 4 26,07 +/- 3,07  3 26,79 +/- 3,36  0,86 
COX I CA3 4 29,87 +/- 3,29  3 30,62 +/- 4,08  0,89 
COX I GD 4 32,37 +/- 1,91  3 29,65 +/- 3,30  0,48 
COX I HILO 4 27,14 +/- 2,10  3 28,93 +/- 4,14  0,69 
COX IV CA1 5 20,77 +/- 0,93  4 19,66 +/- 1,05  0,46 
COX IV CA2 5 17,60 +/- 0,56  4 18,04 +/- 1,80  0,80 
COX IV CA3 5 19,76 +/- 0,78  4 20,23 +/- 2,15  0,83 
COX IV GD 5 21,30 +/- 1,09  4 20,50 +/- 1,43  0,66 
COX IV HILO 5 19,06 +/- 1,22   4 19,40 +/- 1,86   0,88 
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4.2.3 Estudo por histoquímica 
 
 Realizamos uma análise quantitativa da atividade da COX nas diversas regiões 
do hipocampo e na área amigdalóide. As densidades ópticas e as análises estatísticas 
das regiões de interesse (CA1/ CA2/ CA3/ GD/ PoGD/ área amigdalóide) estão 
representadas numérica e graficamente (TABELA 9 e FIGURA 9) Os resultados obtidos 
não mostram diferenças estatisticamente significantes da COX entre os animais do 
grupo controle e experimental (FIGURA 10).  
 
 
TABELA 9 : Densidades ópticas e análise estatística da atividade da COX nas 
diversas regiões 
              
Animais 
regiões 
CA1  CA2  CA3 GD HILO  
Área 
Amigdalóide 
Salina 1     79.33     77.36     79.14     85.32     80.91     92.87 
Salina 2     81.84     76.65     78.67     85.90     82.81    110.72 
Salina 3     72.53     71.52     73.38     80.14     77.38     98.28 
Experimental 1     80.64     79.67     81.52     94.65     87.29    101.97 
Experimental 2     77.12     78.51     78.81     86.57     78.46     97.23 
Experimental 3     88.88     81.70     82.80    100.61     90.35     82.39 
Média +/- EP (salina) 77,9 +/- 2,7 75,1 +/- 1,8 77,0 +/- 1,8 83,7 +/- 1,8 80,3 +/- 1,5 100,6 +/- 5,2 
Média +/- EP (experim.) 82,2 +/- 3,4 79,9 +/- 0,9 81,0 +/- 1,1 93,9 +/- 4,0 85,3 +/- 3,5 93,8 +/- 5,8 
p 0,38 0,08 0,14 0,08 0,26 0,44 
GD = giro dentado, experim. = experimental, EP = erro padrão 
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Figura 9: A análise quantitativa da atividade da COX por histoquímica. 
Não detectamos alterações significativas das densidades ópticas que 
refletem a expressão a atividade da COX, nas diversas regiões do 
hipocampo estudadas, entre os grupos controle e experimental.   
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A distribuição da expressão, bem como a intensidade da marcação da COX I e 
COX IV, também foram avaliadas subjetivamente com aumentos de 20 X e 40 X por 
microscopia óptica, não revelando alterações significativas. O mesmo foi feito para o 
estudo histoquímico igualmente constatando a similaridade entre os grupos 
experimental e controle.     
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___________________________________________________5 DISCUSSÃO 
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A excitotoxicidade promovida pelo excesso de glutamato liberado na fenda pré-
sináptica durante crises de longa duração, pode desencadear uma série de eventos 
intracelulares que podem culminar na morte neuronal (McBain, Mayer, 1994). A 
despolarização da célula promovida pelo glutamato propicia o influxo de grandes 
quantidades de cálcio para dentro da célula. Este influxo ativa diversas proteínas que, 
por sua vez, podem ter um efeito deletério sobre a célula, como a ativação de lípases, 
proteases,  endonucleases e a produção de RL  (Vannucci et al, 2001). O aumento da 
concentração de cálcio citosólico, é seguido de um seqüestro de cálcio para dentro da 
mitocôndria (McCormack , Denton, 1993). O aumento da concentração de cálcio 
intramitocondrial, tem sido relacionado a um aumento da produção de radicais livres 
(Dykens, 1994) e envolvido na abertura de poros de permeabilidade na membrana 
mitocondrial promovendo um disfunção da mitocôndria (Zoratti , Szabo, 1995). Em 
cultura organotípica de fatias de hipocampo foi demonstrado que a indução de 
atividade epileptiforme por retirada de Mg2+ promove um aumento da concentração de 
cálcio intramitocondrial associada a um aumento da produção de NADH e da produção 
de radicais livres. (Kovacs et al,  2001). 
  A produção de radicais livres foi descrita em associação com vários modelos de 
epilepsia experimental. Bellíssimo et al., (2001) relataram uma diminuição da 
concentração da superóxido dismutase (enzima relacionada à proteção contra RL), 
bem como um aumento da concentração de hidroxiperóxidos (marcadores da 
peroxidação lipídica) na fase crônica do modelo de epilepsia induzido por PILO, 
apontando diretamente para um aumento da produção de RL. Uma correlação entre 
um aumento da produção de radicais livres com o aumento paralelo de morte neuronal 
foi vista num modelo in vitro de epilepsia  induzido por um antagonista GABA a, a 
bicuculina (Frantseva et al, 2000). Nesse trabalho, além desse paralelismo, o uso de 
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antioxidantes (vitamina E e glutationa) conseguiu reduzir significantemente a 
quantidade de células mortas. Martin et al, (2000) observaram um aumento na 
produção de radicais livres no córtex, cerebelo, hipocampo e gânglios da base em  
ratos submetidos ao modelo de epilepsia com ácido caínico. A produção de RL foi vista 
também após a indução de convulsões com pentilenotetrazol (PTZ) (Rauca, et al, 
1999). O uso de adenosina (capaz de funcionar como um antioxidante) preveniu a 
ocorrência de crises no modelo de epilepsia póstraumática com injeções intracorticais 
de íons ferro (Yokoi et al 1995).  Logo, uma série de evidências tem apontado para 
uma estreita relação entre a produção de radicais livres e a epilepsia.  
   O cérebro é altamente susceptível ao estresse oxidativo pela sua alta utilização 
de O2 e glicose, por sua alta taxa de consumo de energia, pela grande quantidade de 
ácidos graxos passíveis de sofrerem peroxidação, pela relativa pequena capacidade 
antioxidante e pela facilidade com que as membranas das células do cérebro podem 
sofrer ataque dos RL (Floyd, 1999). Estes fatos são de especial importância quando 
analisados sob a perspectiva de que a gênese de possíveis deleções do DNAmt  pode 
ter como ponto de partida a lesão oxidativa (Hayakawa et al, 1992). A hipótese do ciclo 
vicioso (Hayakawa et al 1992, Nagley et al.1993, Tanaka et al 1996.) propõe que, uma  
vez que as deleções do DNAmt se instalassem promoveriam o “disparo” de um ciclo de 
alterações. Visto que, o DNAmt  humano (e também o DNAmt  do rato) é composto 
apenas por éxons, deleções deste DNA, poderiam promover, diretamente ou 
indiretamente, alterações de proteínas da cadeia respiratória que favoreceriam portanto 
o escape de elétrons e a formação de radicais livres (Bandy , Davison, 1990). Estes, a 
sua vez, promoveriam mais deleções, precipitando novos danos à cadeia respiratória 
fechando então este ciclo vicioso que culminaria no acúmulo gradativo e exponencial 
de deleções do DNAmt.  Evidências indiretas que dão suporte a esta teoria são: (1) o 
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acúmulo exponencial com a idade da deleção comum (Corral-Debrinski et al., 1991) e 
da  8-OH deoxiguanosina, um marcador de lesão oxidativa do DNA (Hayakawa et al., 
1992) ; (2) a maior susceptibilidade do DNAmt à lesão oxidativa  (Mecocci et al, 1993) 
devido a mecanismos de reparo menos eficientes do DNAmt e ausência de histonas 
protetoras (Tanaka et al, 1996);(3) aumento proporcionado da formação de 8-OH 
deoxiguanosina em mitocôndrias extraídas de fígados de ratos quando submetidas a 
exposição com concentrações progressivamente maiores de peróxido de hidrogênio 
(H2O2) (Giulivi et al, 1995) ; (4) aumentos de 7 a 220 vezes  de determinadas deleções 
do DNAmt que se acumulam com a idade, nos pacientes com doença coronariana. 
Sabidamente estes pacientes tem um aumento importante na formação de espécies 
reativas de oxigênio no tecido miocardico isquêmico, sugerindo indiretamente uma 
relação causal possível entre estresse oxidativo e lesões do DNAmt (Corral-Debrinski 
et al, 1992).  
Na epilepsia, alterações do DNAmt foram observadas no córtex frontal de 
camundongos submetidos ao modelo de epilepsia induzido por injeção de ácido caínico 
intraperitonial (Yamamoto, Mohanan, 2003).  Observou-se que a fragmentação do 
DNAmt em extrato de mitocôndrias extraídas do homogenato do cérebro desses 
animais ocorre em paralelo com o aumento da taxa de peroxidação lipídica. Esses 
efeitos podem ser bloqueados pelo pré-tratamento com melatonina (que tem efeito 
antioxidante) e com gangliosideo GT1B (inibidor do receptor de glutamato e agente 
com potencial de inibir da peroxidação lipídica), sugerindo uma possível ligação causal 
entre RL e lesões do DNAmt nesse modelo de epilepsia (Yamamoto, Mohanan, 2003). 
Outro trabalho do mesmo grupo (Yamamoto, Mohanan, 2002) mostra que o bloqueio 
da cadeia respiratória em camundongos por cianeto de potássio, pode gerar 
convulsões juntamente com o aparecimento de fragmentação do DNAmt e aumento da 
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peroxidação lipídica. Tanto as convulsões, como o dano ao DNAmt e a lesão oxidativa 
lipídica podem ser abolidos com o pré-tratamento com melatonina. Isto sugere que os 
RL têm papel importante nas lesões do DNAmt. No modelo da PILO, especificamente 
quanto a possíveis diferenças do DNAmt, a literatura mostra apenas o trabalho de 
Kudin et al, (2002), em que se relata uma depleção no número de cópias do DNAmt  
nas regiões CA1 e CA3 do hipocampo de animais epilépticos, associada  a deficiência 
seletiva do complexo I e IV da cadeia respiratória. Esses resultados são contrários aos 
dados mostrados em nosso estudo. Nossos resultados, não mostram alterações do 
DNAmt (deleções ou alterações quantitativas) nos animais experimentais,  sugerindo 
um não envolvimento do DNAmt no processo epileptogênico.  
A diferença entre nossos resultados com aqueles de outros estudos já 
publicados (Yamamoto, Mohanna, 2003;  Kudin et al, 2002) pode ser justificada por 
diferenças metodológicas. Yamamoto e Mohanna (2003) realizaram o estudo em 
camundongos na fase aguda do modelo de epilepsia com ácido caínico, 
sacrificando-se o animal durante o episódio de crise convulsiva enquanto o nosso foi 
realizado no período interictal da  fase crônica de outro modelo experimental, em 
ratos. Este fato é de suma importância se tivermos em mente que a crise epiléptica 
pode provocar via influxo de cálcio, a ativação de endonucleases o que poderia 
explicar a fragmentação do DNA (Vannucci et al, 2001).  Kudin et al, (2002) mostram 
que há uma diminuição seletiva da concentração relativa de DNAmt  (DNAmt/DNA 
nuclear) nas áreas CA1 e CA3 do hipocampo argumentando que esta diminuição  
não pode ser devida  a uma simples  diminuição do número de células (sabidamente 
ocorrendo nessas áreas, no modelo da PILO)(TURSKI et al, 1983). Para tanto utiliza 
uma banda de 4 Kb encontrada casualmente no Southern blotting, como 
representativa da concentração de DNA genômico e indiretamente do número de 
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células. A depleção do DNAmt não foi observada em nosso trabalho. Entretanto 
utilizamos, como controle do DNA nuclear, uma banda correspondente ao DNA 
ribossômico, semelhante ao método utilizado por Moraes et al, 1991. Essa banda foi 
identificada utilizando-se uma sonda marcada e especifica para um segmento do 
DNA ribossômico do rato. A diferença de resultados entre o nosso trabalho e Kudin 
et al, (2002), se deve, provavelmente, à utilização de bandas diferentes como 
marcador do DNA nuclear. Todavia acreditamos ser difícil garantir a origem nuclear 
do controle usado por Kudin et al, (2002), uma vez que não há dados que mostrem a 
especificidade desta banda.  
A semelhança do que foi encontrado por Kudin et al, (2002), não foram 
observadas em nosso trabalho, deleções em grande escala. Quando utilizamos um 
método mais sensível como a amplificação por PCR longo (Tengan et al., 1996) 
igualmente falhamos em mostrar diferenças nos animais experimentais. A pesquisa 
da deleção de 4987bp que aparece no envelhecimento normal do rato também não 
demonstrou estar diferencialmente acumulada nos animais epilépticos. Esses dados, 
em conjunto, apontam para um não comprometimento do DNAmt do rato no modelo 
experimental de epilepsia induzido por pilocarpina e também uma possível ausência 
de lesão oxidativa preferencial desse mesmo DNA. 
Tengan et al., (1997) estudando a deleção comum do envelhecimento em 
biópsias musculares de pacientes portadores de doença mitocondrial, não 
evidenciaram diferenças na taxa de acúmulo dessa deleção relacionada com o 
envelhecimento em associação com defeitos na fosforilação oxidativa. Também não 
observaram diferenças significativas no padrão de deleções múltiplas nem tão pouco 
uma co-segregação da deleção comum com mutações patogênicas do DNAmt em 
pacientes com doença mitocondrial e controles. Esses dados corroboram a hipótese 
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de que a formação das deleções não está necessariamente ligada a um mecanismo 
de ciclo vicioso com RL, mostrando uma compatibilidade com nossos dados.            
 Entretanto, não podemos descartar algumas outras hipóteses para o não 
aparecimento de lesões do DNA mitocondrial em nosso estudo. É possível que o tempo 
de sete meses não foi suficiente para que os radicais livres permitissem um acúmulo 
apreciável de deleções. As lesões por radicais livres foram suficientemente importantes 
para desencadear o processo de morte por apoptose ou necrose da célula, na fase 
aguda do modelo. Portanto possíveis deleções, mesmo que existentes, não se 
acumulariam na fase crônica. A mitocôndria participa em um grau menor de importância 
na formação dos radicais livres no processo de epileptogênese visto no modelo da 
PILO, sendo essas espécies reativas de oxigênio formadas preferencialmente em 
outros sítios como no metabolismo de prostaglandinas (Nobuchika et al, 1978); na via 
catabólica das monoaminas (Halliwell, Gutteridge, 1989a; Slivka e Cohen, 1985) ou no 
ciclo catabólico da xantina oxidase (Halliwell e Gutteridge, 1989b). Assim estes radicais 
teriam uma tendência a oxidar subtratos mais perto do local de origem de sua formação 
não chegando até a matriz mitocondrial, onde está localizado o material genético da 
mitocôndria. A replicação mitocondrial é suficientemente  menor no sistema nervoso 
central para permitir que possíveis deleções sejam detectadas. 
O complexo IV é o complexo  protéico terminal da cadeia respiratória e catalisa 
a oxidação da citocromo c, a redução do oxigênio e também a translocação de 
prótons (Tanji, Bonilla, 2000) sendo um ponto crucial de acoplamento da cadeia 
respiratória e a fosforilação oxidativa com conseqüente formação de ATP. É formado 
por 13 subunidades, COX I, II, III, IV, Va, Vb, VIa, VIb, Vic, VIIa, VIIb, VIIc e VIII. As 
três primeiras subunidades são associadas ao grupo prostético da enzima e seu sítio 
catalítico, sendo codificadas pelo DNAmt, enquanto as últimas pelo DNA nuclear. 
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Alterações na expressão de COX I, portanto, remetem para uma possível alteração 
do DNAmt enquanto COX IV para do DNAn. SDH é o único complexo enzimático da 
cadeia respiratória inteiramente codificado pelo DNA nuclear .As subunidades 
estudadas em nosso trabalho são então  representativas do funcionamento de 
ambos os genomas podendo nos dar informações acerca de possíveis alterações 
dos mesmos. O estudo da COX por uma abordagem histoquímica e 
imunohistoquímica, tem  sido largamente aplicada na investigação de diversas 
doenças em que se supõe um cunho fisiopatológico mitocondrial, tendo sido 
descritas diversas deficiências do complexo IV como causa importante de miopatias 
e encefalomiopatias (Tanji, Bonilla, 2000). Nessas doenças, um marco importante é 
proliferação mitocondrial e a deficiência da atividade enzimática do complexo IV ao 
estudo histoquímico. Um marcador importante da proliferação mitocondrial é a 
enzima SDH, que por ter síntese de codificação apenas nuclear, aparece como um 
marcador ”quantitativo” de mitocôndrias confiável. Isso se torna ainda mais evidente 
quando comparamos outros métodos de coloração para evidenciar a proliferação 
mitocondrial, mostrando resultados semelhantes ao que se encontram nos ensaios 
histoquímicos para SDH. Soma-se a isto ainda o fato de poucas doenças 
mitocondriais, serem atribuídas a mutações nos genes codificadores do complexo II 
ou serem relacionados a déficits da função desta enzima (Burgeois et al, 1992; 
Parfait et al, 2000). Dessa maneira, entendemos como sendo o estudo desses dois 
complexos enzimáticos, relevantes e representativos de possíveis alterações da 
função mitocondrial. 
Posto isso, nossos dados sugerem um não envolvimento direto da mitocôndria 
como base fisiopatológica na epilepsia. Talvez esta possa estar envolvida de forma 
intermediária nesse processo, já que a mitocôndria participa fisiologicamente na 
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manutenção do potencial de membrana dos neurônios (Astrup, et al, 1981); na 
homeostase do cálcio intracelular (Herrigton, 1996; Thayer , Miller, 1990; Kovacs et 
al, 2001) e no processo de apoptose (Malisan , Testi,  2003; Tsang,  Lemire, 2003; 
Brown , Bal-Price, 2003; Orrenius et al, 2003; Badley et al, 2003). Este envolvimento, 
se existente, se daria na fase aguda ou silenciosa do modelo da PILO e não na fase 
crônica.  
Uma relação de proporcionalidade entre a atividade da COX e a atividade 
neuronal foi vista em alguns trabalhos (Wong-Riley, Carrol, 1984; Wong-Riley , Welt, 
1980; Borowsky , Collins, 1989; Dietrich et al, 1982). Decréscimos da atividade da COX 
foram descritos no cortéx após a enucleação ocular em macacos e  após a remoção de 
vibrissas em ratos (Rosa et al, 1991; Wong-Riley, Carroll 1984; Wong-Riley , Welt, 
1980) No hipocampo,  a deaferentação  do estímulo do córtex entorrinal  também 
provoca a redução da atividade da COX (Borowsky , Collins, 1989). Por outro lado, 
aumentos na atividade da COX no cérebro, foram vistos durante a recuperação de uma 
privação induzida de estímulos sensoriais (Dietrich et al, 1982). Logo, a atividade dessa 
enzima tem sido proposta como um marcador para a atividade neuronal (Wong-Riley, 
1979; Wong-Riley, 1989; Hevner, Wong-Riley, 1990.). Apesar da COX ser aceita como 
um bom marcador do metabolismo, discrepâncias entre a a   tividade dessa enzima e a 
captação de glicose foram verificadas (Nóbrega et al., 1998; Brown, Lorden, 1989). 
Acredita-se que essas diferenças sejam explicadas pelo fato de alterações no 
metabolismo da glicose poderem refletir mudanças agudas do metabolismo tecidual, 
enquanto a COX reflete melhor alterações mais lentas que envolvam algum grau de 
plasticidade celular e portanto mudanças mais sustentadas (Nóbrega, et al 1998; 
Hevner, Wong-Riley, 1990.). Além disso, parece haver uma diferenciação intracelular 
que é preferencialmente aferida por uma ou outra. A captura celular de glicose no 
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tecido nervoso reflete melhor as alterações pré-sinápticas enquanto a COX é um 
melhor marcador da atividade dendrítica (Sharp et al., 1993, Hevner, Wong-Riley, 
1990.). Portanto, alterações concomitantes desses dois índices de metabolismo podem 
nos dar informações mais fidedignas e amplas acerca do status metabólico tecidual. 
Nossos resultados estão em concordância com os achados de utilização local de 
glicose visto no modelo da pilocarpina (Arida et al., 2003) que não demonstram 
alterações significativas no hipocampo e área amidalóide nos animais epilépticos, 
quando comparados aos animais controles. Este achado torna mais consistente a 
hipótese de que alterações primárias do metabolismo e da mitocôndria não estejam 
envolvidas na patogênese dos fenômenos que acontecem na epilepsia, ao menos no 
período interictal da fase crônica do modelo. Entretanto, Dubé et al, (2001) observaram 
uma diminuição da captação de glicose no hipocampo de ratos submetidos ao modelo 
de epilepsia com Lítio-pilocarpina. Essa discrepância talvez tenha se dado pelas 
diferenças dos dois modelos. É interessante notar, no entanto, que dentro do próprio 
trabalho de Dubé et al, (2001) foram vistas discrepâncias quanto à queda da captação 
de glicose. Alguns ratos adultos e com 21 dias de vida submetidos à indução da 
epilepsia por Lítio-pilocarpina, não mostraram uma diminuição desta captação, 
apresentando em algumas áreas até mesmo um aumento. 
A NA + K + ATPase nos neurônios é responsável pelo consumo de 50 a 60 %  
do total de ATP produzido pela célula (Erecinska, Silver, 1989). No modelo da PILO 
demonstrou-se um aumento da atividade dessa enzima na fase crônica do modelo 
(Fernandes et al, 1996). Esse aumento seria uma resposta ao influxo de cátions, 
visto como resultado da hiperexcitabilidade celular na epilepsia. Essa resposta, de 
certa forma adaptativa, se refletiria então num aumento do metabolismo local o que 
não se verificou em nosso trabalho. Como conclusão, podemos dizer que existe uma 
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desproporção relativa entre o aumento da atividade NA + K + ATPase e do 
metabolismo local (inferido nos trabalhos acima pela COX e utilização de glicose). 
Isto é, não existe uma correspondência de proporcionalidade entre o aumento da NA 
+ K + ATPase e do metabolismo local. Qualquer limitação no fornecimento de ATP 
tem como resultado potencial uma queda na capacidade de bombeamento de NA+ 
desenvolvido por essa enzima (Lees, 1991, Lees 1993). Logo, uma possível 
inferência, é que uma disfunção da NA + K + ATPase,  possa ocorrer. Isso poderia 
conferir uma explicação para a própria hiperexcitabilidade encontrada no tecido 
epiléptico, apontando para um possível mecanismo fisiopatogênico da epilepsia.  
Uma discrepância semelhante entre a atividade da COX e a distribuição de NA + K + 
ATPase foi encontrada em tecido obtido de autópsias provenientes de pacientes 
com epilepsia do lobo temporal  (Brines et al.1995). A distribuição em algumas áreas 
da formação hipocampal bem como a densidade por unidade de massa protéica 
total da NA + K + ATPase obtida por autorradiografia utilizando-se (3H)ouabaína, 
mostra estar aumentada  no hipocampo de pacientes epilépticos enquanto a 
atividade da COX, acessada por estudo histoquímico, está diminuída em relação aos 
controle utilizados. Esses resultados sugerem que, embora a NA + K + ATPase 
pareça estar hiper-regulada nessas áreas, a capacidade de bombeamento de sódio 
pode estar prejudicada pela limitação da atividade da COX. A redução da 
capacidade funcional do bombeamento de sódio levando a uma possível dificuldade 
da célula em se repolarizar adequadamente poderia ser um fator importante para a 
hiperexcitabilidade e conseqüente morte neuronal encontrada na epilepsia. Uma 
diminuição da atividade da COX, que pode ser sugestiva de uma disfunção primária 
da mitocôndria, não foi encontrada em nosso trabalho. Entretanto não podemos 
descartar alterações mitocondriais decorrentes de déficits do complexo I, já que este 
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complexo não foi estudado em nosso trabalho. A deficiência da função do complexo 
I foi encontrada na região CA3 de espécimes cirúrgicas obtidas de pacientes com 
epilepsia do lobo temporal (Kunz et al., 2000). Todavia o número de controles 
utilizados nesse experimento foi de 02 enquanto o número de espécies 
experimentais foi 57 o que pode influenciar os resultados, ainda mais quando os 
dados foram obtidos por dados respirométricos implicando que o tecido deva estar 
vivo e em perfeitas condições, o que nem sempre se pode garantir de tecidos 
obtidos em cirurgias, tornando a necessidade de controles, mais proeminente. Outro 
trabalho do mesmo grupo (Kudin et al, 2002), mostra uma diminuição da atividade 
do complexo I e IV no modelo da pilocarpina (dados de respirometria e 
histoquímica). Disparidades entre os dados encontrados no trabalho de Kudin et al, 
(2002) e o presente estudo podem ser relativas a uma diferença metodológica.O 
tempo de dissecção e separação do tecido entre as diversas áreas 
(CA1/CA2/CA3/Giro dentado), para a realização em separado dos estudos 
histoquímicos e respirométricos, é um ponto fundamental na preservação ótima da 
vitalidade tecidual. Isso se torna crítico principalmente para os animais 
experimentais, quando se considera que o tecido hipocampal esclerótico encontrado 
no modelo da PILO pode dificultar sobremaneira a rapidez da identificação e a 
correta separação dessas estruturas. Logo, um erro sistemático pode ser introduzido 
ao longo do estudo, favorecendo alterações mais proeminentes nos animais 
crônicos.  
Estudos da atividade da COX em diversos modelos de epilepsia mostram 
resultados discrepantes. No modelo genético de epilepsia de ausência em ratos de 
Strasbourg, ratos adultos com 06 meses de idade, mostram um aumento 
generalizado do metabolismo basal no cérebro, expresso quanto  a captação de 
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[14C]-deoxyglicose e relativamente a histoquímica para a COX (Dufour et al., 2002). 
No modelo genético de epilepsia do lobo temporal em camundongos  (EL-“mice”), 
também foi demonstrado em camundongos com 5 meses de idade, um  aumento da 
expressão da subunidade I da COX (cadeia respiratória) e da subunidade I da NADH 
– Desidrogenase (ciclo de KREBS) (Yamada , Nakano, 1999). Não foram mostradas 
diminuições no hipocampo e em diversas áreas pesquisadas na atividade da COX 
em estudo hístoquímico, em ratos submetidos a eletroconvulsoterapia após 28 dias 
do estímulo. Pelo contrário, observou-se uma tendência de aumento da atividade 
desta em 94 das 96 áreas estudadas no trabalho. Dez dessas áreas alcançaram 
diferenças estatisticamente significantes em relação às mesmas áreas do controles, 
ficando  ausente dessa lista, o hipocampo, estatisticamente semelhante ao 
controle.(Nóbrega et al., 1993a). No modelo de epilepsia por abrasamento (kindling), 
nenhuma modificação na atividade da COX foi encontrada nas diversas regiões 
pesquisadas em ratos sacrificados 24 horas e 28 dias após a última convulsão 
(Nóbrega et al., 1993b). 
Tomados em conjunto, esses trabalhos mostram que não há um consenso 
sobre o papel do metabolismo na epileptogênese.  
Entretanto, é razoável pensar que a multiplicidade de mecanismos e vias 
enzimáticas envolvidas na produção energética bem como nos mecanismos 
epileptogênicos em si, pode ser tão diversa que permita o encontro de não apenas 
uma única via pelo qual a epilepsia possa ocorrer. Assim, resultados aparentemente 
díspares podem ser abarcados na gênese da epilepsia  e serem por motivos 
diversos, igualmente verdadeiros. Uma possível explicação é que estas 
discrepâncias poderiam estar relacionadas não com a mitocôndria diretamente, mas 
com os mecanismos de transcrição que levam a um acoplamento da necessidade 
 67 
energética da célula e a regulação da função mitocondrial. Estes mecanismos  
podem estar comprometidos em graus variáveis na epilepsia, e portanto apresentar-
se fenotipicamente de forma diferente, como é o caso dos trabalhos citados acima.  
O estudo de possíveis genes ativados na potenciação de longa duração (LTP-
long-term potenciation) mostrou um aumento da expressão do RNA mensageiro 
relacionado ao gene mitocondrial 12SrRNA, denunciando possíveis aumentos na 
expressão de proteínas codificadas pelo DNAmt (Williams et al, 1998). Os autores 
sugerem, por esses dados, que a atividade sináptica possa então supramodular a 
expressão de genes mitocondriais. Um dos mecanismos moleculares apontados por 
esses autores é que a transcrição desse gene mitocondrial possa ser mediada pelo 
receptor metabotrópico de glutamato (mGLU) dependente da quebra de fosfatidil 
inositol e geração subseqüente de um segundo mensageiro (inositol- trifosfato). 
Essa inferência é baseada no fato de que o estímulo tetânico da via perforante induz 
também em paralelo, a intensa ativação de mGLU que é necessária e regulatória na 
formação da LTP (Bortolloto, Collingridge, 1993). O acoplamento metabólico com a 
atividade neuronal também está relacionado ao aumento na concentração de cálcio 
citosólico,  que é seguido de um seqüestro de cálcio para dentro da mitocôndria 
(McCormack , Denton, 1993). Foi demonstrado que aumentos moderados na 
concentração de cálcio estimulam a atividade de três enzimas do ciclo de KREBS, a 
piruvato desidrogenase, NAD isocitrato desidrogenase e a alfa cetoglutarato 
desidrogenase (Duchen, 1992, Duchen 1999; McCormack , Denton, 1993).  
Essas evidências indicam que a atividade das células está acoplada à 
regulação de energia via mitocôndria por diferentes estímulos ainda não totalmente 
claros. Tomando este fato e a disparidade da literatura quanto a alterações da 
atividade da COX e seu envolvimento na epileptogênese, torna-se pertinente dizer 
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que a futura investigação e esclarecimento de como se dá exatamente este 
acoplamento na epilepsia pode nos fornecer um fecundo terreno para pesquisa. 
Esse tipo de abordagem pode ser de fundamental importância para o esclarecimento 
dessas divergências vistas tão comumente nos estudos que levam em consideração 
sistemas enzimáticos tão complexos como a cadeia respiratória e a fosforilação 
oxidativa. 
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Concluímos neste trabalho que: 
1) Não existem deleções ou depleções mitocondriais significativas no 
hipocampo dos ratos epilépticos na fase crônica do modelo de epilepsia do lobo 
temporal induzido por pilocarpina. Esta conclusão é baseada nos seguintes fatos: A) 
não encontrarmos aumento da quantidade de deleções ao Southern blotting para o 
DNAmt nem quando amplificado por PCR longo. B) Não encontrarmos acúmulo 
diferencial da deleção de 4834 pb vista no envelhecimento do rato, em ratos com 
epilepsia. C) Não encontramos diferenças na quantidade de DNAmt. 
2) Não existem alterações significativas na função mitocondrial no 
hipocampo dos ratos epilépticos na fase crônica do modelo de epilepsia do lobo 
temporal induzido por pilocarpina. Isto baseia-se em: A) não encontrarmos 
alterações de intensidade das bandas para COX I, COX IV e SDH, nos animais 
epilépticos, ao Western blotting. B) Não encontrarmos alteração na intensidade ou 
distribuição de marcação à imunohistoquímica, para COX I e COX IV,  no hipocampo 
dos animais epilépticos. C) Não encontrarmos diferenças de marcação para 
atividade da COX na histoquímica entre animais controles e experimentais.
 Estes dados sugerem uma preservação da integridade do DNAmt e 
da função mitocondrial na fase crônica do modelo da PILO.       
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ABSTRACT 
 
Mitochondria have important fuctions in intracellular calcium homeostases, 
maintenance of neuronal membrane potential, apoptotic signalling and in free 
radicals production. These features may link mitochondria to a possible role on 
epilepsy excitotoxicity. Mitochondrial DNA (mtDNA) damage by oxidative lesions are 
observed in many diseases and it is supposed to occur in epilepsy due to the well 
stabilished presence of free radicals in this disease. Our aim in this study was to 
evaluate the possible role of mitochondria in epilepy. The study was performed in the 
pilocarpine model of temporal lobe epilepsy by studying mtDNA and respiratory chain 
proteins abnormalities. Deletions or quantitative alterations of mtDNA and dysfuntion 
of cytocrome c oxidase and succinate dehydrogenase were studied with Southern 
Blot, polymerase chain reaction (PCR), histochemistry, imunohistochemistry and 
Western Blot techniques. The animals were in chronic phase of the PILO model of 
epilepsy when spontaneous and recurrent seizures begin to occur.  
No mtDNA depletion was observed and increased frequency of mtDNA damage 
was not detected in epileptic animals. These data do not support the involvement of 
mtDNA damage in the pathogenesis epilepsy.  
 The expression and distribution of the respiratory chain proteins (COX I, COX 
IV, SDH) enzymes studied were similar in both groups (control and epileptic animals) 
in the hippocampus. Furthermore, no difference in COX activity was observed by 
hystochemistry.  The preservation of mtDNA and respiratory chain proteins show a 
relative maintenance of basal metabolism in epileptic hippocampus. Such data is 
reinforced by previous study that show no changes in glucose utilization in the 
chronic phase of this same model of epilepsy.     
It has been reported that NA+/K+ ATPase is upregulated in epilepsy, and this 
enzyme is crucial to the maintenance of membrane potential. In addition, this enzyme 
is highly dependent of mitochondrial ATP production. Considering that NA+/K+ 
ATPase is upregulated in epilepsy, we would expect a propotional increase in 
mitochondrial activity to mantain ATPase well function. However, our data do not 
demonstrate this increase in activity, which could indicate abnormalities in the link 
between energetic need and mitochondrial function. This hypothesis could be a 
possible target for future studies. 
 
